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@ Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren 

(§) Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer 
flussigen Probe durch Einbringung der Flussigkeit in die 
Vorrichtung durch eine Eintrittsoffnung und Durchtritt der 
Probe durch ein nukleinsaurebindendes Material und Austritt 
der resultierenden Flussigkeit durch eine Austrittsoffnung, 
wobei das nukleinsaurebindende Material bei der Herstel- 
lung der Vorrichtung durch die Austrittsoffnung etngebracht 
wurde und die Austrittsoffnung zum Festhalten des Materi- 
als verengt wurde. Die Vorrichtung ist besonders einfach 
und sicher hersteilbar und gewahrleistet dennoch eine 
kontaminationsfreiere Isolierung von Nukleinsauren. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren, ein Verfahren zur Herstel- 
lung dieser Vorrichtung und zur Isolierung von Nukleinsauren mit Hilf e dieser Vorrichtung. 
5 In jiingerer Zeit haben sich Nukleinsauren als Analyten in chemischen Nachweisverfahren immer weiter 
durchgesetzt, da sie eine sehr spezifische Diagnose von Krankheiten erlauben. So ist beispielsweise der Nach- 
weis von viralen oder bakteriellen Infektionen oder die Bestimmung einer genetischen Disposition fur eine 
Krankheit durch die Analyse von Nukleinsauresequenzen sehr differenziert moglich. Dies wurde unter anderem 
durch die Einfuhrung der Amplifikationsverfahren von Nukleinsauren ermdglicht Dennoch sind die zur Verfu- 

io gung stehenden Mengen an Nukleinsauren in einer Probe recht gering im Vergieich zu weiteren Komponenten 
der Probenfliissigkeiten, Viele dieser Komponenten konnen auch die Bestimmung von Nukleinsauren storen. 
Aus diesem Grund hat es sich als zweckmaBig erwiesen, die Nukleinsauren vor der Durchfuhrung des eigentli- 
chen Nachweisverfahrens von dem GroBteil der in einer Probe enthaltenen Komponenten abzutrennen. 

Schon friih wurde hierfttr die Adsorption von Nukleinsauren an feste Phasen vorgeschlagen. So wurde 

15 beispielsweise in Proa NatL ScL U.S.A. 76, 615—619 (1979) die Eigenschaft von Nukleinsauren in Gegenwart 
chaotroper Salze an Glasoberflachen zu binden, beschrieben. Hier wurde gemahlenes Flintglas fur die Isolierung 
von Nukleinsaurefragmenten aus Agarose Gelen in Kombination mit einer gesattigten Ldsung von Nal zur 
Aufldsung der Agarose-Matrix verwendet Hierbei wurden mehr als 95% der Nukleinsauren nach 2 Stunden bei 
25° C gebunden, wobei ca. 1 ug DNA/mg Glaspartikel gebunden wurden, AnschlieBend wurden die Glaspartikel 

20 mehrmals gewaschen und anschlieBend die Nukleinsauren eluiert Es ergab sich fur diese Schritte ein Zeitbedarf 
von mindestens 3 Stunden. 

Zur Verbesserung der Handhabung und Verkiirzung des Zeitbedarfs wurden alternative Methoden zur 
Reinigung von Nukleinsauren in Glasoberflachen entwickelt WO 91/07648 beschreibt ein zylindrisches Kunst- 
stoffgefaB, das am Boden eine Kunststoffmembran enthalt, die auch Glasfasern enthalten kann. Auch hier sind 

25 mehrere Wasch- und Elutionsschritte erforderlich. Ein ahnliches Verfahren ist auch in DE-A-41 27 276 beschrie- 
ben, wobei die nukleinsaurehaltigen Losungen nur kurze Zeit mit der Glasoberflache in Kontakt stehen. 
Entsprechende Produkte sind iiber die genannten Patentanmelder erhaltlich. Im ersten Fall wird als Bindungska- 
pazitat 50 ng bis 30 jig in einer GroBenverteilung von 100 bis 23 000 bp angegeben. Die Ausbeute wird mit 60 bis 
85% beziffert Um die maximale Effizienz zu erreichen, wird vom Hersteller empfohlen, den Durchlauf der 

30 Probe mindestens auf zweimal aufzutragen, da sonst die Ausbeute um mindestens 25% reduziert ist Fur 
Fragmente mit einer GrdBe von mehr als 23 000 bp betragt die Ausbeute hochstens 40%. 

Die angebotenen Zentrif ugationsrdhrchen enthalten je nach erforderlicher Bindungskapazitat mehrere Lagen 
Glasfaservlies in einem GefaB mit stark konischem Boden. Mittig im Boden befindet sich eine kleine Auslaufoff- 
nung. Die Hersteliung der Zentrifugationsrohrchen geschieht so, daB zunachst das Glasfaservlies von oben in 

35 das GefaB eingefuhrt und auf den Boden gedruckt wird. AnschlieBend wird durch die gleiche Offnung, durch die 
spater die Nukleinsaurelosung aufgegeben wird, ein Ring in das GefaB eingefuhrt der durch Kontakt mit der 
Innenwand des GefaBes das Glasfaservlies am Boden festdriickt und somit ein Aufschwimmen des Vlieses 
wahrend der Inkubation mit der nukleinsaurehaltigen Probe verhindert. Diese Art der Konstruktion des Zentri- 
fugationsrohrchens hat, wie nun festgestellt wurde, den Nachteil, daB viele storende Probenkomponenten in ihr 

40 zurtickgehalten werden, so daB mehrere Waschschritte zur vollstandigen Entfernung erforderlich werden. Dies 
wiederum fiihrt zu einer verringerten Ausbeute an Nukleinsauren oder zur Stoning nachfolgender enzymati- 
scher Reaktionen. Fur ein auf dem Markt erhaltliches Produkt wird eine Bindekapazitat von 5 u.g bei 90% 
Ausbeute mit einem 100 bp langen Fragment angegeben. In einem weiteren Produkt wird eine Ausbeute von 75 
bis 90% bei einer Bindekapazitat von 20 u.g erreicht werden. 

45 In dem bisher genannten Stand der Technik wird nur die Isolierung von DNA, nicht jedoch die Isolierung von 
Gesamt-NukJeinsauren oder RNA beschrieben. 

Gegenstand der Erfindung war daher die Verbesserung der Produkte zur Isolierung von Nukleinsauren sowie 
deren Hersteliung. 

Diese Aufgabe wird gelost durch eine Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer flussigen Probe 
so mit einer Eintritts- und einer Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material zur 
Bindung der Nukleinsauren, wobei die Austrittsoffnung nach Einbringen des Materials verengt wurde. Das 
erfindungsgemaBe GefaB kann fast jede beliebige auBere Form aufweiseiu Bevorzugt hat sie jedoch eine im 
wesentlichen zylindrische oder auch zumindest in Teilen konische Form. Eine besonders bevorzugte Ausfuh- 
rungsform dieses GefaBes hat die Form einer Rohre, z. B. eines gangigen Zentrif ugenrohrchens. Solche Zentrif u- 
55 genrohrchen haben eine Lange von ca. 25 mm und einen Durchmesser von ca. 8^ mm. Bevorzugt weist diese 
Rohre einen der Eintrittsoffnung zugewandten Teil auf, der fur die Aufnahme der nukleinsaurehaltigen Probe 
ausgestaltet ist Insbesondere ist das Volumen dieses Raumes so groB, daB die Probe vollstandig aufgenommen 
werden kann. An der Eintrittsoffnung konnen zusatzlich Bauelemente vorgesehen sein, die den VerschluB der 
Eintrittsoffnung durch einen Deckel ermdglichen. Solche Konstruktionen sind z. B. aus Eppendorf-Hutchen 
so bekannt 

Das Material zur Bindung der Nukleinsauren befindet sich bevorzugt in dem Bereich der Vorrichtung, der sich 
in der Nahe der Austrittsoffnung befindet Dies bedeutet, daB der Raum, welcher sich in der Rohre zwischen dem 
Material und der Austrittsoffnung befindet bevorzugt kleingehalten wird, um die Gefahr des Zuriickhaltens von 
Flussigkeitstrdpfchen und somit die Kontaminationsgefahr gering zu haiten. Das Material zur Bindung von 
65 Nukleinsauren ist in der Vorrichtung fixiert In Richtung auf die Eintrittsoffnung zu ist hierzu eine nicht ohne 
Zerstorung der Vorrichtung zu entfernende Haltevorrichtung vorgesehen. Sie ist bevorzugt aus demselben 
Material wie das GefaB. In dieser Ausfuhrungsform ist die Vorrichtung besonders vorteilhaft, da dann das 
erfindungsgemaBe GefaB inklusive Haltevorrichtung im SpritzguBverfahren herstellbar ist Bevorzugt ragt die 
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Haltevorrichtung von der Innenwand des GefaBes in den Innenraum hinein und ist in Richtung auf die Eintritts- 
dffnung abgeschragt Diese Anforderungen kdnnen beispielsweise durch einen umlaufenden Rand bzw. Vor- 
sprung in den Innenraum geldst werden. Die Abschragung in Richtung auf die Eintrittsdffnung gewaMirieistet, 
daB sich in dem Innenraum nur stumpfe Winkei ergeben. Als ein wesentlicher Nachteil der bekannten GefaBe 
hat sich namlich erwiesen, daB in rechten oder spitzeren Winkeln und im Fall, daB ein Ring nicht perf ekt an der 5 
Innenwand des GefaBes anltegt, FlQssigkeiten, z. B. die ProbenflQssigkeit, zurflckgehalten werden, und somit die 
Effizienz der Waschschritte verringert ist. DarQber hinaus wird bei der Hersteilung dieses GefaBes ein relativ 
kritischer Verfahrensschritt, namlich das Einsetzen des Ringes, eingespart Durch die Vorsehung der Haltevor- 
richtung schon bei der Hersteilung des GefaBes ist man dartiber hinaus bei der Wahl der Haltevorrichtungen 
flexibler und kann daher das Auf einandertreffen von Bauteilen in spitzen Winkeln vermeiden. to 

Die Haltevorrichtungen kdnnen jedoch auch nicht umlauf ende Bauteile sein, z. B. regelmaBig oder unregelma- 
Big auf vergleichbarer Hdhe angeordnete Vorspriinge. Materialien zur Bindung von Nukleinsauren sind be- 
kannt Besonders bevorzugt als Material sind Materialien mit einer OberflSche aus Glas. Dieses Material wird 
besonders bevorzugt in Form eines Vlieses eingesetzt, da Vliese sehr einfach in die Form der Innenwand der 
erfindungsgemaBen Vorrichtung eingepaBt werden kdnnen, ohne daB sich wahrend der Benutzung des Materi- 15 
als zur Isolierung von Nukleinsiuren eine wesentliche Anderung dieser auBeren Form ergibt AuBerdem sind 
Vliese leicht durchstrdmbar fflr FlQssigkeiten. Als besonders bevorzugt haben sich Vliese mit einer Dichte von 
zwischen 40 und 100 mg/ccm (g/cdm) erwiesen. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform ist das nukleinsaurebindende Material gegen die Austrittsdffnung hin 
vollflachig durch eine flQssigkeitsdurchlassige pordse Matrix abgestutzt Diese Matrix wird im folgenden auch 20 
als Stfltzvlies bezeichnet Eine solche flQssigkeitsdurchlassige Matrix sind beispielsweise Vliese aus Materialien, 
die gegenOber den Komponenten der Flussigkeit relativ inert sind und mdglichst wenig Komponenten binden 
oder solche, die Nukleinsaure bindert Als besonders bevorzugt hat sich hierbei Polyester oder Polypropylen 
erwieserL Diese Matrix trennt das nukleinsaurebindende Material bevorzugt praktisch vollstandig (d. h. zu mehr 
als 90%) gegen die Austrittsdffnung ab, so daB keine Flussigkeit von dem nukleinsaurebindenden Material direkt 25 
in die Austrittsdffnung flieBen kann. Diese Matrix hat zweierlei Funktion. Zunachst dient sie zum Zuriickhalten 
eventuell nicht fest verankerter Fasern des nukleinsaurebindenden Materials (Ausbeuteverbessening). Darflber 
hinaus gibt diese Matrix die Mdglichkeit, die Austrittsdffnung des GefaBes zunachst so breit zu halten, daB das 
nukleinsaurebindende Material durch sie in das GefaB eingefQhrt werden kann und anschlieBend die Austritts- 
dffnung verengt werden kann. Fur den Fall, daB das nukleinsaurebindende Material aus einer partikuiaren 30 
Matrix besteht, ist dieses Material auch in Richtung auf die Eintrittsdffnung durch eine flQssigkeitsdurchlassige 
pordse Matrix abgestutzt, um ein Aufwirbeln des Materials in den Probenaufnahmeraum zu vermeiden. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung ist dadurch charakterisiert, daB die Austrittsdffnung nach Einbringen des 
nukleinsaurebindenden Materials verengt wurde. Die Austrittsdffnung ist bevorzugt so weit verengt, daB das 
nukleinsaurebindende Material bzw. die stutzende Matrix nicht aus der Austrittsdffnung entweichen kann. Je 35 
fester das Material bzw. die Matrix ist, desto weniger stark muB die Verengung seia Bevorzugt ist die Veren- 
gung ein Rand, welcher sich von der Rdhrchenwand umlaufend nach innen erstreckt, so daB beispielsweise bei 
einem Rdhrchendurchmesser von 8 mm der Rand mindestens 0,5 mm, bevorzugt zwischen 0,75 und 1,5 mm von 
jeder Seite in den Rdhrcheninnenraum hereinragt. Die untere Grenze des Hineinragens wird durch das Festhal- 
ten des Materials bzw. der Matrix limitiert, wahrend die obere Grenze durch das mdglichst vollstandige 40 
Aussagen des Vlieses durch die Austrittsdffnung limitiert wird. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Hersteilung eines GefaBes zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus einer flussigen Probe mit einer Eintritts- und einer Austrittsdffnung und einem zwischen 
diesen Offnungen gelegenen Material zur Bindung der Nukleinsauren durch EinfQhren des Materials durch die 
Austrittsdffnung in Richtung auf die Eintrittsdffnung bis zu einer im GefaB befestigten Haltevorrichtung und 45 
Verengung der Austrittsdffnung, so daB das Material zwischen Haltevorrichtung und der Verengungsstelle 
festgehalten wird. Die Verengung kann beispielsweise geschehen durch Umbdrdeln, z. B. thermisch, oder durch 
thermische Fbderung. Dieses Hers tell verfahren ist besonders einfach und im Hinblick auf die Fixierung des 
Materials besonders sicher. 

Das erfindungsgemaBe GefaB ist bevorzugt aus einem spritzguBfahigen Material hergestellt, z. B. Polyethylen, 50 
Polypropylen, Polycarbonat oder Polyurethan, besonders bevorzugt Polypropylen. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung des erfindungsgemaBen Materials zur Isolierung von 
Nukleinsauren, insbesondere ein Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer fltissigen Probe durch 
Einbringen der Probe in das erfindungsgemaBe GefaB durch eine Eintrittsdffnung, Durchtritt der Probe durch 
das Material und Aufhebung der Bindung der Nukleinsauren an das Material 55 

In einem typischen Verfahren wird die Probe durch Pipettieren einer gewflnschten Menge an ProbenflQssig- 
keit in das GefaB eingebracht Danach wird der Durchtritt der Probe durch das Material veranlaBt. Dies kann 
beispielsweise geschehen durch Zentrifugation, wobei die Flussigkeit durch das Material und die Austrittsdff- 
nung aus dem GefaB herausgeschleudert wird Dabei werden die Nukleinsauren an der Matrix immobilisiert, 
wahrend die restliche ProbenflQssigkeit austritt Bevorzugt wird die Matrix anschlieBend einmal mit einem 60 
Waschpuffer mittleren Salzgehaltes gewaschen, wodurch Reste der ProbenflQssigkeit und nicht zu isolierende 
Komponenten aus dem Material entfernt werden. 

Danach kdnnen die an der Matrix immobilisierten Nukleinsauren durch einen Niedrigsalzpuffer von der 
Matrix eluiert werden. Solche Puffer sind aus DE 37 24 442 (Ansorge) und Analytical Biochem. 175, 196 — 201 
(1988) bekannt Bevorzugt wird ein Puffer mit niedrigem Salzgehalt, kleiner 200 mM NaCI verwendet, z. B. 65 
10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 oder H2O. FQr die erfindungsgemaBe Matrix ergeben sich relativ hohe 
Ausbeuten. 

In Fig. 1 ist ein besonders geeignetes erfindungsgemaBes GefaB im Querschnitt gezeigt 
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Das gezeigte erfindungsgemaBe GefaB besteht aus einem im wesentlichen zylindrischen Teil 1, der an einem 
Ende eine Eintrittsoffnung 2 aufweist, die mit einem Deckel 3 verschlossen werden kann. In Richtung auf die 
Austrittsdffnung 4 findet man die Haltevorrichtungen 5, deren Abschragungen 6 klar erkenntlich sind. Die 
Haltevorrichtungen sind in der bevorzugten AusfOhrungsform ein umlaufender Rand aus demselben Material 
wie der zylindrische Kdrper 1. An die Haltevorrichtungen schlieBt sich das nukleinsaurebindende Material 7 an. 
Gegenuber der Austrittsdffnung 4 ist das Material durch ein StQtzvlies 8 abgegrenzt Das StQtzvlies wird durch 
den Rand 9 innerhalb des GefaBes f estgehaltea 

In Fig. 2 ist ein R6hrchen vor BestOckung mit dem nukleinsaurebindenden Material gezeigt 

In Fig. 3A und 3B ist die Bestuckung des Rdhrchens mit dem nukleinsaurebindenen Material 7 und einem 
StQtzvlies 8 gezeigt 

In Fig. 4 ist das fertige erfindungsgemaBe Rdhrchen gezeigt 

In Fig. 5 ist ein Rdhrchen gezeigt dessen BSrdelkante Schlitze aufweist, (Langsschnitt MaBe in mm). 
In Fig. 6 ist das Rdhrchen von Fig. 5 von unten gezeigt 

In Fig. 7 ist das Rdhrchen von Fig. 5 analog Fig. 3A im Zustand vor Umbordelung des Rands gezeigt Die 
Schlitze sind gestrichelt gezeichnet 
Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter eriautert: 


Im SpritzguBverf ahren wird der Grundkorper 1 eines in Fig. 2 im Langsschnitt dargestellten Zentrifugations- 
rohrchens, welches eine Lange von ca. 25 mm und einen Durchmesser von ca. 8,5 mm hat aus Polypropyien PPN 
1060 natur hergestellt In der SpritzguBmaschine werden je ein Glasfaservlies (WF 264 Whatman, Flachenge- 
wicht 60 g/m 2 ) 7 und ein StQtzvlies 8 zugefuhrt und ausgestanzt Je nach gewunschter Bindekapazitat werden 
mehrere Glasvliese 7 eingesetzt z. B. 7 Stuck. Die ausgestanzten Vliese werden in das Zentrifugationsrdhrchen 
wie in Fig. 3A und 3B dargestellt von der Seite der Austrittsdffnung eingebracht Danach wird die Austrittsdff- 
nung 4 durch Umformen des noch etwa 60° C warmen Kunststoffs mit einem Stempei soweit verengt daB die 
beiden Vliese wie in Fig. 4 dargestellt f est f ixiert sind. 


Anzucht von E. coli x pUC19: 25 ml LB-Medium + Ampicillin (150jxg/ml) wurden mit einer Einzelkolonie 
angeimpft und uber Nacht bei 37° C unter Schutteln bebrutet Die ODeoo-Messung ergab einen Wert von 2,0 
(entspricht ca. 2 x 10 9 Zellen/ml). Es wurden verschiedene E. coli Stamme verwendet 

Isolierung der Plasmid DNA: 1,5 ml der Bakterienkultur werden in ein Eppendorf-ReaktionsgefaB uberfuhrt 
und fur ca. 30 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit in einer Eppendorf-Tischzentrifuge Typ 541 5C zentrifu- 
giert Der Oberstand wird abgenommen, das Sediment wird in 250 ul Puffer I (50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 
100 mg/ml RNase A, pH 8,0) vollstandig resuspendiert und vorsichtig mit 250 ul Puffer II (0,2 M NaOH, 1% 
Natrium-dodecylsulfat) versetzt Die Zellen lysieren vollstandig und ergeben eine klare Ldsung. Der Ansatz wird 
mit 350 ul Puffer III (23 M Guanidinium-HCl, 0,65 M K- Ace tat pH 4,15) gemischt und fur ca. 3 min auf Eis 
inkubiert. Es bildet sich ein weiBes Prazipitat das durch Zentrifugation sedimentiert wird, ein Filtertube wird in 
ein AuffanggefaB gesteckt und der Oberstand wird auf das Filtertube aufgetragen. Durch kurze Zentrifugation 
wird die Flussigkeit durch das Glasvlies transferiert Der Durchlauf wird verworfen und es werden 500 ul 
Waschpuffer I (5 M Guanidinium-HCl, 20 mM Tris, 37% Ethanol, pH 6,65) aufgetragen und zentrifugiert Die 
Verwendung von Waschpuffer I ist optional fur besonders nuclease-reiche E. coli Stamme. AnschlieBend werden 
500 ul Waschpuffer II (20 mM NaCl, 2 mM Tris, 80<Vb Ethanol, pH 7,5) auf das Filtertube aufgetragen und wie vor 
zentrifugiert Das Filtertube wird nun in ein neues Eppendorf ReaktionsgefaB uberfuhrt und die Plasmid DNA in 
100 mlTE(10mMTris-HCl,0,l mM EDTA, pH 8,5) eluiert 

Tabelle 1 gibt die Ausbeute und Reinheit der Isolierten Plasmid DNA wieder: 


Beispiel 1 


Herstellung eines erfindungsgemaBen Zentrifugationsrohrchens 


Beispiel 2 


Isolierung von Plasmid DNA aus E. coli Kulturen 
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Tabelle 1 

Ausbeute und Reinheit von isolierter Plasmid DNA aus verschiedenen E. coli Stammen 


Stamm 

Waschpuffer I 

Waschpuffer n 

Ausbeute Tlisl 

OI>2£ft/OD?ftn 

XL 1 blue 

ja 

ja 

8,9 

1,8 

XL 1 blue 

nein 

ja 

9.4 

1,82 

DH5a 

ja 

ja 

4,2 

1,52 

DH5a 

nein 

ja 

4.2 

1,62 

HB101 

ja 

i a 

4,7 

- 1.7 

HB101 

nein 


5,8 

1,77 


10 


15 


Beispiel 3 

Reinigung von Reaktionsprodukten der Polymerase Ketten Reaktion(PCR) 

Abtrennverhalten des Filtertubes: 10 jig Molekulargewichtsstandard VIII (Boehringer Mannheim, Fragment- 
langen [bp]: 11 14, 900, 692, 501, 489, 404, 320, 242, 190, 147, 124, 1 10, 67, 37, 34, 26, 19) in 100 til TE, werden mit 
Rinderserumalbumin (20 mg/ml) versetzt Zu dieser Mischung werden 500 \j1 NA-Bindungspuffer (3 M Guanidi- 
nium-Thiocyanat, 10 raM Tris-HCi, 5% Ethanol (v/v^ pH 6,6, 25° C) gegeben und sorgfaltig gemischt Die Losung 
wird auf ein Filtertube aufgetragen und ca. 30 Sekunden in einer Eppendorf Tischzentrifuge Typ 541 5C zentrifu- 
giert Der DurchJauf wird aufgefangen, er kann fOr spatere Analysen aufbewahrt werden. Das Vlies wird mit 
500 id Waschpuffer II gewaschen anschlieBend durch kurze Zentrifugation getrocknet Die gebundene Nuclein- 
saure wird mit 50 \i\ TE eluiert. 

Geielektrophorese und Silberfarbung: Zur Oberprtifung der Abtrennung des Modellproteins RSA und kleiner 
DNA Fragmente wird eine Poiyacrylamid Geielektrophorese mit dem Phastsystem (Pharmacia) durchgef Qhrt 

4 pi des Eluates wird mit 1 \il 5 x Proben-Puffer versetzt Als Kontroile werden 4 ^1 Langenstandard VIII 
sowie 4 |xl einer 1 : 1 00 VerdQnnung der RSA Losung in TE-Puff er ebenf alls mit 1 jil 5 x Proben-Puffer versetzt. 

Die Proben werden kurz in der Eppendorf-Zentrifuge anzentrifugiert und 3 jil der Proben werden auf einen 
6/4 Kamm (Pharmacia) aufgetragen und in einem Phast Gel, Gradient 8—25% (Pharmacia) unter Verwendung 
von Native Buffer Strips (Pharmacia) aufgetrennt 

AnschlieSend werden die Proben in der Phast System Development Unit (Pharmacia) durch Silberfarbung 
detektiert 

Auswertung: Die einzelnen DNA Fragmente aus dem Eluat sind entsprechend der Kontrolle Langenstandard 
VIII aufgetrennt Die Fragmente < 100 bp im Eluat sind durch die Reinigung mit dem Filtertube abgetrennt 
worden. AuBerdem ist keine Proteinbande entsprechend der RSA Kontrollspur sichtbar. , 
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20 


25 


30 


35 


40 


1) 

2) 
3) 


Vorlauf 
Auftrag 
Trennung 


400 V 
400 V 
400 V 


10 mA 
1mA 
10 mA 


2,5 W 
2,5 W 
2,5 W 


15°C 
15°C 
15°C 


100 Vh 
5 Vh 
45 Vh 


so 


Gele nach Auftrennung fur 5 Minuten in 25% Trichloressigsaure-Ldsung inkubieren. 


55 


eo 


65 
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1) 

Glutaraldehyd, 5 % 

5 

Minuten 

50°C 

5 

2) 


2 

Minuten 

50°C 


3) 

HjO 

2 

Minuten 

50°C 


4) 

AgN0 3 , 0,4 % 

10 

Minuten 

40°C 

10 

5) 

HjO 

0,5 

Minuten 

30°C 


6) 

HjO 

2,5 

Minuten 

30 C 


7) 

NaHC0 3 / Formaldehyd 

0,5 

Minuten 

30°C 

15 

8) 

NaHC0 3 /Fonnaldehyd 

4 

Minuten 

"30°C 


9) 

Ethanol, 10 % /EssigsSure, 5 % 

2 

Minuten 

50°C 


10) 

Glycerin, 5 % /Essigsaure, 10 % 

3 

Minuten 

50°C 


20 


25 


Reinigung von PCR Reaktionsprodukten: DNA des Phagen Lambda wird als Matrize fur die Herstellung von 
PCR Produkten folgender Lange verwendet: 500 bp, 750 bp, 1500 bp, 3000 bp. Folgende PCR-Ansatze werden 
zusammen pipettiert, gemischt und in einem Thermocycler Perkin-Elmer Typ 9600 inkubiert 



L&nge PCR Produkt rbp] 

500 

750 

1500 

3000 

30 

H 2 0 

372,5 nl 

372,5 |il 

372,5 |il 

372,5 |d 


dNTP [10 mM] 

40 jil 

40 |d 

40 |d 

40 |il 


^-DNA[1 ng/nl] 

25 |d 

25 |d 

25 |d 

25 |d 

35 

10 x Reaktionspufier 

50 jd 

50 |il 

50 |d 

50 |U 


Primer 1 

5 ftl 

5|d 

5|U 

5|d 


Primer 2 

5|il 




40 

Primer 3 


5|il 




Primer 5 



5|d 



Primer 7 




5nl 

45 

Primer 10 






Taq-Polymerase [U] 

2,5 

2,5 

2,5 

2,5 


AUe Reagenzien aus Boehringer Mannheim PCR Core Kit (Kat No. 1 578 553) 


50 


55 


60 


65 
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Thermocycler-Programni fur 500, 750 und 1500 bp: 


2MIn 
10 Cyclerr 
10 Sek 
30 Sek. 

1 Min 
20 Cyclen: 
10 Sek. 
30 Sek. 

1 Min 


94°C 

94°C 
55°C 
72°C 

94°C 
55°C 

72°C + 20 Sek/Zyktus 


3000 bp: 
2 Min 
10 Cyclen: 
10 Sek. 
30 Sek. 

5 Min 
20 Cyclen: 
10 Sek. 
30 Sek. 

5 Min 


94°C 

94°C 
55°C 
72°C 

94°C 
55°C 
72°C 

+ 20 Sek/Zyklus 


7 Min 


72°C 


7 Min 


72°C 


Die PCR-Produkte wurden wie oben beschrieben gereinigt und ira Phastgelsystem analysiert Parallel wurde 
jeweils ein Aliquot des Reaktionsproduktes vor der Reinigung analysiert 

Auswertung: Im Vergleich vor der Reinigung sind bei alien PCR-Produkten flberschiissige Primer abgetrennt 
worden. Es konnten zwischen 1,4 und 4 ng PCR Produkt isoliert werden. 

Klonierung von PCR-Produkten 

pUCIQ17 (3632 bp, Boehringer Mannheim) wurde mitdem Restriktionsenzym Drall linearisiert und in folgen- 
dem PCR-Ansatz amplifiziert: 


PCR Ansatz: 


PCRProgramm 

APE 9600V 

PUCIQ17 

10 ng 

18 Cycles: 


Primer 1 

2 uM 

10 Sek. 

94°C 

Primer 2 

2 uM 

30 Sek. 

S7°C 

10 x Puffer 

50 [il 

4 Min 

72°C 

dNTP 

0,2 mM 



Taq Polymerase 

2,5 U 



H 2 Q 

ad 500^1 




Alle Reagenzien aus Boehringer Mannheim PCR Core Kit 

Die Primer binden bei NukJeotid 3500 und 3632 und ergeben ein 3493 bp PCR-Produkt Sie enthalten eine 
Schnitts telle fur das Restriktionsenzym Clal, diese Schnittstelle kommt im Plasmid pUKIQl 7 nicht vor. 

Primer 1: 5'-AGCTTATCGATGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCG-3' 
Primer 2: 5'-AGCTTATCGATAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGC-33' 

Im AnschluB an die PCR-Reaktion wurde das Reaktionsprodukt nach der oben beschriebenen Methode 
gereinigt Zum Vergleich wurde eine Reinigung durch Prazipitation mit Polyethylenglycol-Fallung (PEG) durch- 
gefuhrt [Barnes W. M. (1992) Gene 112, 29} Hierdurch werden storende Komponenten fur die nachfolgende 
Religations-Reaktion entfernt. Beide Proben werden mit dem Restriktionsenzym Clal gespalten und uber ein 
Agarosegel aufgetrennt Die DNA Fragmente werden aus dem Agarosegel eluiert Die hier verwendeten 
Methoden sind Standardverfahren und etwa beschrieben in Sambrook, J, Fritsch, E. F. & Maniatis, T. (1989) 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, CSH Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York. 

Die Proben (max. 30 ng) werden unter Verwendung des Rapid DNA Ligation Kit (Boehringer Mannheim, Kat. 
Nr. 1 635 379) nach Kit Vorschrift religiert und in kompetente E. coli DH5a Zellen transformiert. Die Zellen 
werden auf TN Ap 100 X-Gal Platten ausgestrichen und iiber Nacht bei 37° C inkubiert Am nachsten Tag 
werden die Kolonien ausgezahlt, das Ergebnis ist in Tabelle 2 dargestellt 


7 


DE 195 12 369 Af 


Reinigung 

Filtertube 

PEG 

ZaM der Kolonien 

2212 

2832 


10 


15 


20 


25 


Die Anzahl der Kolonien ist bei Reinigung fiber Filtertube in der gleichen GroBenordnung wie bei Reinigung 
fiber PEG. Die wesentlich einf achere Filtertube Methode tiefert daher eine ahnlich saubere Nukleinsaure wie die 
wesentlich zeitaufwendigere PEG-Methode. 

Beispiel 4 

Ausffihrungsform mit geschlitztem Bordelrand und kleinerer Austrittsoffnung 

In einer weiteren Ausffihrungsform des erfindungsgemaBen Zentrif ugationsrohrchens ist die Austrittsdf fnung 
wie in Fig. 5 dargesteilt starker verengt In dieser Ausffihrungsform ist der Bordelrand der AuslaBof fnung (wie in 
Fig. 6 dargesteilt) geschlitzt Mit dieser Anordnung ist es moglich, besonders hochviskose Losungen zu zentrifu- 
gieren, ohne daB eine groBere Menge an Restflfissigkeit im Device nach der Zentrif ugation zurfickbleibt 

Beispiel 5 

Durch die gewahlte Ausffihrungsform des erfindungsgemaBen Zentrifugationsdevice in Beispiel 1 und Bei- 
spiel 4, wird vermieden, daB nach der Zentrifugation Flfissigkeit in toten Winkein des Device zurfickbleibt Nicht 
vollstandige Zentrifugation ffihrt zu Ausbeuteverlusten, und zu geringerer Reinheit der isolierten Nukleinsaure. 

Restflfissigkeit nach Einf fillen von 500 |xl Wasser und anschlieBende Zentrifugation fur 2 Minuten bei 6000 x g 


30 







MW. 


!?>jilrifii^tinngffnliTchq!n ggrn, 

Beispiel 1 

l,7mg 

l,6mg 

l,6mg 

l,4mg 

l,8mg 

l,6mg 

35 

QIA> Quick Device 

9,5ms 

9,9mg 

9,9mg 

10 9 2mg 

lO^mg 

10,0mg 

40 

2fentrifiigationsr6hrchea gem. 
Beispiel 4 

l,7mg 

2,0mg 

l*5mg 

2,3mg 

2,lmg 

l,9mg 


MW: Mittelwert 

45 

Es wird klar, daB die erfindungsgemaBen Rohrchen erheblich weniger Restflfissigkeit zuruckhalten. Dies ist 
wohl insbesondere auf die Abschragung an der Haltevorrichtung zurfickzuf fihren. 

so Patentanspruche 

1. Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer flussigen Probe mit einer Eintritts- und einer 
Austrittsoffnung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material zur Bindung der Nukleinsau- 
ren, dadurch gekennzeichnet, daB die Austrittsoffnung nach Einbringen des Materials verengt wurde. 
55 2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Material in Richtung der Eintrittsoff- 

nung durch eine nicht ohne Zerstorung der Vorrichtung zu entfernende Haltevorrichtung festgehalten ist 

3. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung einstuckig aus dem- 
selben Material wie die Vorrichtung besteht 

4. Vorrichtung gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Haltevorrichtung von Innenwand des 
60 GefaBes in den Innenraum hineinragt und in Richtung auf die Eintrittsoffnung abgeschragt ist 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Material gegen die Austrittsoffnung 
hin vollflachig durch eine flfissigkettsdurchlassige porose Matrix abgestutzt ist 

6. Verfahren zur Herstellung einer Vorrichtung zur Isolierung von Nukleinsauren aus einer flussigen Probe 
mit einer Eintritts- und einer Austritts6ffnung und einem zwischen diesen Offnungen gelegenen Material 

65 zur Bindung der Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet, daB es folgende Schritte enthalt: 

— Einfuhren des Materials durch die Austrittsoffnung in Richtung auf die Eintrittsoffnung bis zu einer 
im Innenraum der Vorrichtung befestigten Haltevorrichtung und 

— Verengung der Austrittsoffnung, so daB das Material zwischen Haltevorrichtung und der Veren- 
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gungsstelle festgehalten wird 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB die Verengung der AustrittsSffnung durch 
Umbdrdeln oder thermische Fixierung vorgenommen wird 

8. Verfahren zur Isolierung von Nukleins&uren aus einer flQssigen Probe durch 

— Einbringen der Probe in eine Vorrichtung gemaB Anspruch I durch die Eintrittsoffnung, 

— Durchtritt der Probe durch das Material und 

— Aufhebung der Bindung der Nukleinsauren an das MateriaL 
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